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摘要 :【 目 的 】RBP1 是 一 种 参与 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 性 别 决 定 基因 doublesex ( dsx ) pre- 
mRNA 选择 性 剪接 的 重要 剪接 因子 。 本 研究 旨 在 克隆 RBPI 基因 在 西方 蜜蜂 Apis mellifera 中 的 同 
源 基 因 AmRBPI ,分 析 其 结构 域 及 其 在 西方 蜜蜂 性 别 决定 初期 胚胎 和 幼虫 不 同 发 育 阶段 中 的 表达 
模式 ,以 期 为 研究 该 基因 是 否 参与 蜜蜂 性 别 决定 英 定 基础 。【[ 方 法 ] 基 于 NOBI 中 提交 的 西方 蜜蜂 
基因 数据 库 和 转录 组 数据 库 , 利 用 黑 腹 果 蝇 rbpl 对 数据 库 进行 同 源 检索 获得 RBP1 的 转录 组 序列 ， 
并 设计 引物 进行 PCR 扩 增 克隆 АткВРІ 基因 ,利用 生物 信息 学 软件 对 其 进行 核酸 及 和 氨基酸 序列 分 
析 。 采 用 半 定 量 RT-PCR 技术 分 析 该 基因 在 西方 蜜蜂 胚胎 及 幼虫 期 的 表达 模式 。[ 结果 】 由 序列 比 
对 分 析 可 知 ,西方 蜜蜂 АтЕВРІ 基因 的 pre-mRNA 含有 3 种 不 同 的 选择 性 剪 切 形式 。 通 过 设计 不 
同 的 引物 ,克隆 得 到 3 种 成 熟 的 mRNA 序列 ,分 别 命名 为 AmRBPI-RI ( GenBank. 登录 号 : 
KY404154) , AnRBPI-R2 ( GenBank. 登录 号 : KY404155 ) 和 AmRBPI-R3 ( GenBank. 登录 5; 
KY404156) ;mRNA 长 度 分 别 为 696, 790 4e 771 nt, 编 码 的 蛋白 大 小 分 别 为 130，166 和 162 аа; 25 
构 域 分 析 发 现 АтКВРІ 的 3 种 选择 性 剪 切 形式 具有 相同 的 结构 域 ,氨基 端 含有 一 个 RRM 结构 域 ， 
羚 基 端 含有 一 个 RS 结构 域 。 同 源 性 分 析 表 明 , 西 方 蜜蜂 AmRBPI 与 丽 晶 肾 集 金 小 峰 Nasonia 
vitripennis , £r. K8 Solenopsis invicta , X. RAF 3x. Aedes aegypti、 黑 腹 果 蝇 D. melanogaster, R Æ Bombyx 
mori、 家 蝇 Musca domestica Хп Ф 16 dz 3X. Anopheles sinensis RBP1 有 蛋白 氨基酸 序列 一 致 性 分 别 为 
96. 97%, 94.2096 , 84.85% , 81.48%, 80.28% , 78.15% 和 69.23% 。 半 定量 RT-PCR 结果 表明 ， 
AmRBP1 基因 的 3 4439 5136 A (АтКВРІ-КІ -3) 在 西方 塞 峰 肛 胎 和 幼虫 各 时 期 均 有 表达 ,无 只 特异 
性 或 雄 特异 性 表达 的 剪 切 形 式 。【 结 论 】 西方 蜜蜂 AmRBPI 可 能 是 一 种 SR 家 族 剪 切 因子 ,其 有 可 
能 参与 调控 基因 表达 的 特定 剪 切 ,但 其 是 否 参 与 doublesex( dsx) 基因 pre-mRNA 的 性 别 特异 性 剪 切 
需要 进一步 研究 。 
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Cloning and mRNA expression analysis of КЕРІ gene in Apis mellifera 
( Hymenoptera: Apidae) 
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Abstract: [ Aim] RBP1 is an important splicing factor involved in alternative splicing of the pre-mRNA 
of Drosophila melanogaster sex-determining gene dsx. This study aims to clone the nucleotide sequence of 


КВРІ gene AmRBP1 of Apis mellifera, and to analyze the domains of its amino acid sequence and its 
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mRNA expression profiles in different developmental stages of embryo and larva，so as to provide a basis 
for studying its function іп honeybee sex determination. [Methods] Several transcriptome sequences of 
AmRBP1 were obtained by homology search with Drosophila melanogaster rbpl based on the predicted 
gene database and the transcriptome database of А. mellifera, and PCR primers were designed based on 
these transcriptome sequences. Then, AmRBPI was cloned and its nucleotide and amino acid sequences 
were analyzed with bioinformatic software. The expression profiles of AmRBPI in different developmental 
stages of embryo and larva of A. mellifera were assayed by semi-quantitative RT-PCR. [Results] The 
results showed that AmRBP1 has three alternative splicing variants named АтАВРІ-КІ ( GenBank 
accession number; KY404154) , AmRBPI-R2 ( GenBank accession number; KY404155) and AmRBPI- 
R3 (GenBank accession number; KY404156) , respectively, whose mRNA sequences are 696, 790 and 
771 nt in length, encoding proteins of 130, 166 and 162 aa, respectively. Protein domain prediction 
indicated that all of the three isoforms contain the same domains, with an amino terminal RRM domain 
and a carboxyl terminal RS domain. Homology analysis showed that AmRBP1 has 96. 9796 , 94. 2096 , 
84.85%, 81. 4896 , 80.2896 , 78. 15% and 69. 2396 amino acid sequence identity with RBP1 proteins 
of Nasonia vitripennis, Solenopsis invicta, Aedes aegypti, D. melanogaster, Bombyx mori, Musca 
domestica апа Anopheles sinensis, respectively. Тһе semi-quantitative. RT-PCR results showed that 
АтКВРІ-К1 -3 were expressed in various developmental stages of embryo and larva, with no obvious sex 
difference. [Conclusion] AmRBP1 тау be a member of SR family splicing factors with no obvious sex 
difference, and whether it is involved in the sex-specific splicing of doublesex ( dsx) pre-mRNA needs 
further research. 


Key words: Apis mellifera; gene cloning; expression analysis; sex determination; alternative splicing 


自然 界 的 生物 存在 着 不 同 的 性 别 决定 类 型 ,其 
分 子 机 制 也 存在 较 大 的 差异 。 果 蝇 作 为 昆虫 纲 典 型 
模式 生物 ,其 性 别 决定 机 制 已 取得 了 深入 的 研究 。 
果 蝇 的 性 别 由 常 染 色 体 (A) 与 性 染色 体 (X) 的 比值 
组 成 的 初始 信号 决定 ,该 信号 与 下 游 基 因 sex-lethal 
(sxl) , tra 和 dsx 形成 一 个 调控 级 联 X: A—sxl—tra 
一 dsx, 从 而 影响 个 体 的 雌雄 发 育 (Baker and 
Wolfner, 1988; Cheng et al., 1998) ЖЕ FRE, 
ШЫ А EE TR ZA RU PE LIT W 染色 体 上 的 一 个 
piRNA 决定 ,其 与 下 游 基 因 imd 和 dsx 形成 一 个 调 
控 级 联 piRNA 一 zzd 一 dsx 控制 肉 雄 的 发 育 。 蜜 蜂 是 
典型 的 膜 翅 目 昆 虫 , 相 比 于 果 蝇 和 家 看 ,其 性 别 决 定 
原始 信号 为 complementary sex determination. (csd) 基 
, 当 cd 基因 是 纯 合 子 时 ,蜜蜂 发 育 为 雄性 , 当 csd 
基因 为 杂 合子 时 ,蜜蜂 发 育 为 雌性 (Beye et al., 
2003 ) 。 对 于 蜜蜂 性 别 决定 机 制 的 研究 一 直 受 到 众 
多 研究 者 关注 ,目前 已 鉴定 出 多 个 蜜蜂 性 别 决定 关 
键 基因 ,包括 csd, feminizer (fem) , tra2 和 dsx, 其 中 
ва, fem FI dsx 形成 一 个 主干 调控 级 联 csd 一 /em 一 
dsx ( Beye et al., 2003; Cho and Huang, 2007; 
Hasselmann et al., 2008; Gempe et al., 2009) ,但 这 
些 基因 间 的 调控 机 理 尚 不 清楚 ,有 可 能 还 存在 其 他 







































































参与 蜜蜂 性 别 调控 的 基因 。 对 于 蜜蜂 性 别 决定 相关 
基因 的 研究 有 助 于 弄 清 蜜蜂 性 别 决 定 的 分 子 机 制 ， 
丰富 和 完善 蜜蜂 性 别 决定 调控 网 络 。 

RBP1 蛋白 在 前 体 mRNA 的 加 工 过 程 中 发 挥 
要 作用 , 它 属于 丝氨酸 / 精 氨 酸 富 集 ( SR ) 蛋白 家 族 。 
该 家 族 和 蛋白 具有 一 个 共同 的 N 末端 КМА 结合 结构 
域 (RNA-recognition motif, RRM) ,一 个 甘氨酸 富 聚 
区 ,一 个 C 末端 精 氨 酸 /丝氨酸 富 集 结构 域 
(arginine-serine-rich ，RS 域 ) ( Heinrichs апа Baker, 
1997; Shepard and Hertel, 2009) 。 在 模式 生物 果 晶 
中 ,RBP1 与 TRA 和 TRA-2 一 起 调节 性 别 决定 基因 
dsx 前 体 mRNA 的 选择 性 剪 切 (Heinrichs and Baker, 
1995; Lynch and Maniatis, 1996; Qi et al., 2007) 。 
dsx 是 位 于 果 晶 性 别 决定 调控 级 联 末 端的 一 个 关键 
基因 , 它 经 过 选择 性 剪 切 在 雌雄 中 分 别 产生 肉 特 异 
性 (dsxF) 和 雄 特 异性 剪 切 形式 (dsxM) (Baker and 
Wolfner, 1988; Burtis and Baker, 1989), Ж, ME 
Sor ФЕР ОЗА НО 99 ИТЕ S, rfi WEE TE B8 2) 
体 为 激活 性 前 切 形 式 ( Baker and Wolfner, 1988) 。 
dsx 第 4 外 显 子 为 雌 特 异性 外 显 子 。 在 肉 性 果 晶 中 ， 
RBP1 与 TRA 和 TRA-2 形成 一 个 剪 切 增强 因子 复合 
物 结合 到 dsx 第 4 外 显 子 上 的 dse EATI , Е M 
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近 的 雌 特 异性 3" 剪 切 位 点 ,使 得 dsx 第 3 与 第 4 外 
显 子 间 发 生 剪 切 ,从 而 产生 肉 特 异性 剪 切 体 (Lynch 
and Maniatis, 1996) , TRA 和 TRA-2 蛋白 识别 的 重 
复元 件 与 dss 重复 区 域 中 的 КВРІ 的 目标 序列 靠近 
或 重奏 ,在 TRA 和 TRA-2 存在 的 情况 下 ，RBP1 Ж 
白 能 交叉 连锁 到 dse XE Æ GE E (Lynch. and 
Maniatis, 1996) 。 研 究 表明 RBPI 与 TRA-2 相互 作 
用 而 不 与 TRA 作用 ,RBP1 先 形成 二 聚 体 再 与 TRA- 



































K DNA 族 胶 回收 试剂 盒 购 自 北京 博 凯 思维 科技 有 
限 公司 。 
12 引物 设计 

从 NCBI 网 站 下 载 ІН МЕҢ Drosophila 
melanogaster тірі 编码 的 氨基 酸 序列 ( GenBank 登录 
号 : NP_731510. 1) ,与 NCBI 中 西方 蜜蜂 所 有 预测 
基因 的 核酸 数据 库 进 行 TBlastN 比 对 ,找到 该 基因 
在 西方 蜜蜂 中 预测 的 同 源 基因 。 将 该 预测 的 同 源 基 
































2 结合 形成 复合 物 ,该 复合 物 再 结合 到 dsx 前 体 
mRNA E (Lynch and Maniatis, 1996) 。 与 果 晶 类 
似 , 蜜 蜂 性 别 决定 基因 dsx 在 雌雄 中 也 存在 性 别 特 
异性 剪 切 体 。 蜜 蜂 dx 基因 有 4 种 选择 性 剪 切 形 
式 , 即 AmdsxB, AmdsxM , AmdsxF1 和 AmdsxF2, H 
中 ,AmdsxB 在 上 肉 雄 中 均 表 达 ;AmdsxM 为 雄 特 异性 前 
切 形式 ,编码 一 种 雄 特异 性 DSX Æ F1; AmdsxFl 和 
AmdsxF2 为 内 特异 性 剪 切 形式 ,它们 编码 同一 种 雌 
НӘ DSX 蛋白 (Cho ег al., 2007) 。 

目前 还 不 清楚 蜜蜂 dsx 基因 性 别 特异 性 剪 切 体 
形成 的 分 子 机 理 。 本 研究 通过 同 源 性 检索 ,在 西方 
蜜蜂 Apis mellifera 基因 组 中 找到 КВРІ 基因 的 同 源 
基因 ,对 其 进行 克隆 ,并 对 该 基因 的 mRNA 表达 情 
况 进 行 分 析 , 以 期 弄 清 AmRBPI 基因 是 否 参 与 蜜蜂 
dsx 基因 的 选择 性 剪 切 。 















































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 和 试剂 

1.1.1 供 试 昆虫 :实验 所 用 蜜蜂 样品 采 自 江西 农业 
大 学 蜜蜂 研究 所 饲养 的 意大利 蜜蜂 А. mellifera 
ligustica。 基 因 表 达 谱 所 用 的 实验 样品 取样 如 下 : 选 
择 一 群 群 势 较 强 的 蜂 群 ,将 蜂王 控制 在 一 张 新 的 工 
蜂 梨 脾 上 使 之 产 肉 性 卵 , 产 卯 6 h 后 以 其 产 邦 结 
作为 0h, 依 次 取 0 -6, 12 -24, 24 -36, 36 -48 和 
60 -72 h 的 卵 ,随后 将 1 日 龄 幼虫 移 到 王 台 ,继续 取 
3 Hit 4 日 龄 蜂王 幼虫 ;另外 ,将 蜂王 限制 在 一 张 新 
的 雄 蜂 人 梨 脾 上 使 之 产 雄 性 卵 , 产 卵 6 h 后 以 其 产 卵 
结束 作为 0h, 与 取 峻 性 样品 一 样 依次 取 不 同时 间 点 
的 雄 蜂 样品 。 

1.1.2 主要 试剂 : TransZol "试剂 盒 .pEASY-T3 % 
体 .Trans-DH5a 感受 态 细 胞 .5- 澳 -4- 毛 -3- 时 | 叹 -B-D- 
ЕЗІНЕ ( X-gal)、 异 丙 基 硫 代 半 乳 糖 背 (IPTC )、 
КМА 酶 抑制 剂 购 自 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ; 
012000 DNA Marker, M-MLV 反 转 录 酶 购 自 宝生 物 
工程 (大连) 有 限 公司 ;dNTP LA-Tad DNA RAM 



























































Це 





ЧА F B ДЕ 71] Ej NCBI 的 TSA ( Transcriptome 
Shotgun Assembly ) 数据 库 中 的 西方 蜜蜂 转录 组 序列 
进行 BlastN 比 对 找到 来 自 该 基因 的 一 些 转录 组 序 
列 ,根据 找到 的 转录 组 序列 利用 Primer Premier 5. 0 
软件 设计 能 扩 增 出 西方 塞 蜂 RBP1 编码 区 的 特异 引 
物 。 引 物 交 由 上 海 生 工 生物 技术 有 限 公 司 合成 , 引 
物 序列 如 表 1。 


表 1 本 研究 使 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 














退火 温度 (5 ) 
引物 引物 序列 (5 -37) А 
Annealing 
Primers Primer sequences 
temperature 
AmRBPI-FI ATTTGATGCCAACTTTTTAGCT 56.1 
AmRBPI-F2 ТТАТАТАСААСААТСТТССАААТС 53.8 
AmRBPI-F3 ТТСТССАТСТТААТТТСТААТСАС 54.3 
AmRBPI-R САТТСТСТАТАТАТТТСТТТСССА 55.3 
Am-B-actinF СААТТАТСААСТСССАТСТССАТ 59.6 
Am-B-actinR TCCAAAAGTATCCTAGCACCCTG 60.5 


1.3 RNA 提取 及 cDNA 合成 

分 别 收集 1.1 节 西 方 塞 蜂 样 品 , 及 4 ~5 头 3- 
4 日 龄 西方 蜜蜂 幼虫 经 液 氮 速冻 、 人 研磨 后 ,参照 
TransZol "试剂 说 明 书 方法 提取 总 RNA。 各 样品 总 
RNA 经 紫外 分 光 光 度 计 定量 检测 后 ,使 用 反 转 录 试 
剂 盒 进行 cDNA 第 1 链 合成 ,方法 见 试剂 盒 说 明 书 。 
产物 于 -20% 保存 。 
1.4 AmRBPI 基因 的 克隆 

以 西方 蜜蜂 工蜂 3 -4 日 龄 幼虫 cDNA 为 模板 ， 
分 别 用 AmRBPI-FI/AmRBPI-R, AmRBP1-F2/ 
AmRBP1-R 和 AmRBP1-F3/AmRBP1-R 3 5 TE 
隆 获得 AmRBP1 基因 不 同 剪 切 体 片段 。PCR 反应 
体系 (25 pL):10 x LA PCR buffer 2. 5 uL, 2. 5 
mmol/L dNTP Mixture 2. 0 kL, 正 反问 引物 各 1 uL 
(10 pmol/L), LA Тад DNA Polymerase 0.3 pL, f 
板 cDNA 3 ~4 pL, ddH,O 15.2 ~ 14.2 AL。 反 应 程 
FF .94*C 预 变性 5 min; 94*C 变性 30 s, 58% 退火 45 
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s, 725 延伸 1 min ,循环 30 次 ;72% 终 延伸 10 min, 
反应 结束 后 , 取 2 uL 扩 增 产物 用 196 的 琼脂 糖 凝 胶 
电泳 检测 。 然 后 按照 DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 操 作 说 
明 进 行 胶 回收 。 取 4 kL 回收 产物 与 1 uL pEASY- 
TI 载体 混合 均匀 ,25% 连接 20 min。 取 5 pL 连接 
产物 转化 到 大 肠 杆 菌 Escherichia coli Trans-DHSa 感 
受 态 细胞 ,经 蓝 白斑 第 选 后 挑 取 阳 性 菌落 ,用 质粒 提 
取 试 剂 盒 提取 质粒 ,通过 1% ERE FB VICES DU Bf A Js , 
将 阳性 质粒 交 由 南京 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 公司 测 
序 。 
1.5 АтЕВРІ 基因 序列 分 析 

将 测序 获得 的 单个 克隆 的 正 反 向 序列 去 掉 和 载体 
序列 后 用 DNAstar 软件 中 的 Seqman 程序 进行 序列 
组 装 。 利 用 BioEdit 软件 对 组 装 后 的 核酸 序列 进行 
六 框 翻译 获得 氨基 酸 序列 ,并 进行 序列 同 源 性 分 析 。 
采用 ClustalX 软件 进行 核酸 和 氨基 酸 多 序列 比 对 分 
析 。 在 SMART 网 站 (http: // smart. embl-heidelberg. 
de/) 进行 蛋白 质 结构 域 分 析 。 
1.6 AmRBP1 基因 在 西方 蜜蜂 肉 雄 不 同 发 育 时 期 
的 mRNA 表达 分 析 

VA 1.3 节 反 转录 获得 的 西方 蜜蜂 不 同 发 育 阶 段 
的 雌性 和 雄性 卯 和 幼虫 的 cDNA 为 模板 , 以 
АтКВРІ 特异 性 引物 进行 PCR 扩 增 , 以 鉴定 
AmRBP1 在 上 肉 雄 中 的 可 变 剪 切 形 式 , 引物 序列 见 表 
1, PCR 反应 体系 (25 pL):10 x LA PCR buffer 2.5 
uL, 2. 5 mmol/L dNTP Mixture 2. 0 uL, 正 反 向 引物 
(10 pmol/L) 各 1 uL, LA Тад DNA Polymerase 0.3 
pL, FU cDNA 3 uL, ddH,O 15.2 kL。 反 应 程序 : 
94^C 预 变 性 5 min; 94% 变性 30 в, 58'C 退火 45 в, 
7252 延伸 1 min, 循环 30 次 ;72% £X МІ 10 min; 
反应 结束 后 , 取 4 pL 扩 增 产物 用 196 的 琼脂 糖 凝 胶 
电泳 检测 。 以 西方 蜜蜂 的 管家 基因 Am-B-actin 为 内 
参 , 进 行 半 定 量 分 析 , 重 复 实验 3 次 。 



















































































2 结果 


2.1 西方 蜜蜂 AmRBPI 基因 的 克隆 

以 AmRBPI 的 转录 组 序列 为 参考 设计 3 对 引 
物 , 以 西方 蜜蜂 工蜂 幼虫 cDNA. 为 模板 进行 PCR 扩 
增 。 结果 如 图 1 所 示 , 1 -3 泳 道 分 别 为 引物 对 
AmRBPI-FI/AmRBPI-R, AmRBP1-F2/ AmRBP1-R 
fil AmRBPI -F3/AmRBPI -R 的 扩 增 结果 ,3 条 带 均 为 
700 bp 左右 ,与 预测 的 大 小 一 致 。 对 3 条 带 进行 克 
隆 测 序 ,获得 了 AmRBPI 的 3 种 mRNA 剪 切 形式 ， 
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分 别 命 名 为 AmRBP1-R1 ( GenBank X* 
KY404154) , AmRBPI-R2 ( GenBank Ж 
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图 1 西方 蜜蜂 AmRBPI 基因 PCR 扩 增 产物 
Fig. 1 PCR amplification products of AmRBPI 





of Apis mellifera 
M; DI2000 DNA marker; 1-3: 分 别 为 AnRBPI-RI , -R2, -R3 3738 
产物 PCR products of AmRBP1-R1 , -R2 and -R3, respectively. 


2.2 171% AmRBPI 基因 的 核 音 酸 与 氨基 酸 序 
列 分 析 

序列 分 析 结 果 显示 ,AmRBP1-RI 编码 一 个 130 
aa 的 和 蛋白, 分子量 为 14. 97 kD, 等 电 点 (pl) 为 
11. 60, 含 5 个 外 显 子 ,4 PART IAnRBPI-R2 编码 
一 个 166 аа 的 蛋白 ,分子量 为 19. 29 kD ,等 电 点 为 
11.85, 含 7 个 外 显 子 ,6 个 内 含 子 ;4mRBP1-R3 编码 
一 个 162 aa 的 蛋白 ,分子量 为 18. 83 kD ,等 电 点 为 
11.85,6 7 个 外 显 子 ,6 个 内 含 子 。 对 AmRBPI 各 
剪 切 形式 氨基 酸 序列 进行 分 析 发 现 它们 具有 共同 的 
结构 域 , 氮 基 端 含有 一 个 КЕМ 结构 域 ,羧基 端 含有 
一 个 RS 结构 域 (图 2, 3)。 
2.3 西方 蜜蜂 AmRBPI 蛋白 与 其 他 物种 RBP1 Ж 
白 同 源 性 比较 

结果 表明 ,AmRBP1 与 其 他 物种 同 源 和 蛋白 具有 
很 高 的 同 源 性 ,尤其 是 在 RRM 结构 域 高 度 保守 (图 
4)。AmRBP1 与 丽 晶 晴 集 金 小 寄生 蜂 Nasonia 
vitripennis ( ХР 008202466. 1). 27 ЖУ Solenopsis 
invicta( XP. 011164270. 1) , RAF IX Aedes. aegypti 
(XP. 001653077. 1) , Rf ІҢ D. melanogaster ( NP_ 
524307.1) , Z& f Bombyx mori (ХР 012547764. 1) , 
家 晶 Musca domestica (ХР 005187363. 1) 和 中 华 按 蚊 
Anopheles sinensis( КЕВ40273. 1) КВРІ 和 蛋白 的 氨基 酸 
序列 一 致 性 分 别 是 96. 97% , 94. 2096 , 84. 8596 , 
81.48% , 80.2896 , 78. 1596 #1 69.23% 。 
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HESE: 西方 蜜蜂 КВРІ 基因 的 克隆 及 mRNA 表达 分 析 
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АтКВРІ-ВІ 


AmRBP1-R3 


AmRBPI-R2 


АтЕВРІ-К1 
AmRBP1-R3 
AmRBPI-R2 


AmRBP1-R1 
AmRBP I-R3 


AmRBPI-R2 


AmRBP I-R1 
AmRBP I-R3 
AmRBPI-R2 


AmRBP1-R1 
AmRBP1-R3 
AmRBP1-R2 


AmRBP1-R1 
AmRBP1-R3 
AmRBP1-R2 


АтЕВРІ-В1 
AmRBP I-R3 
AmRBPI-R2 


AmRBP I-R1 
AmRBP I-R3 
AmRBPI-R2 


AmRBP I-R1 
AmRBPI-R3 
AmRBPI-R2 


AmRBP I-R1 
AmRBPI-R3 
AmRBPI-R2 


АтЕВРІ-В1 
AmRBPI-R3 
AmRBP I-R2 


АтЕВРІ-В1 
AmRBP I-R3 
AmRBPI-R2 
АтЕВРІ-В1 
AmRBP I-R3 
AmRBPI-R2 


АтЕВРІ-В1 
AmRBP I-R3 
AmRBP I-R2 


ATTTGATGCCAACTTTTTAGGTTTGCTATACTTACTATTATATTTGTGTACTTGAA 60 


AmRBPI-F1 
TTGTGGATGTTAATTTCTAATCAGTTATTGATTTT 40 


AmRBPI-F3 
TTATATACAACAATGTTGCAAATGATATAAAATTTTTTTGATAAATTTAAATAT 54 
AmRBPI-F2 
АСААСААТТТТАТТТАТТАСААСАТТТТТТААТСТАТТТААТАААТТТАТССАТТТАААА 118 
AAAAATAAATTTATGTAGGAAATAGTATATCTATTTACATGGAATATTTTCTTTTTTAAA 97 
ТОАТТСААТАТТССААТТСОАТАТААТТАСТТТОТТАСТАСАААТТСАСАСАТСАА СТА) 114 
M 
АТАССААА| TCACGTTATCGTGAATGGGATCTTTCATGTAAAGTTTATGTCGGTAATT 176 
АТАССААА| CACGTTATCGTGAATGGGATCTTTCATGTAAAGTTTATGTCGGTAATT 155 
M S RY R E WD LS CK V ҮУ GN 
TGACGAAAATGTCACGTTATCGTGAATGGGATCTTTCATGTAAAGTTTATGTCGGTAATT 174 
V T K M SRY R EWD LS C Emm 
TAGGAAATAGTGCTAGTAAACATGAAATTGAAAGTGCATTTAGTAAATATGGTCCACTTA 236 
TAGGAAATAGTGCTAGTAAACATGAAATTGAAAGTGCATTTAGTAAATATGGTCCACTTA 215 
TAGGAAATAGTGCTAGTAAACATGAAATTGAAAGTGCATTTAGTAAATATGGTCCACTTA 234 
LE NS A S GNO PES А Ry KY GPH 
GAAATGTGTGGGTTGCTAGAAATCCACCGGGATTTGCTTTTGTAGAATTTGAAGATCCAC 296 
GAAATGTGTGGGTTGCTAGAAATCCACCGGGATTTGCTTTTGTAGAATTTGAAGATCCAC 275 
GAAATGTGTGGGTTGCTAGAAATCCACCGGGATTTGCTTTTGTAGAATTTGAAGATCCAC 294 
REN YV w XY OA RON P G EOA Pow E B mE mS H 
GAGATGCAGAAGATGCAGTTAGGGGATTAGATGGAACACGCTGTTGTGGAACTAGAGTAA 356 
GAGATGCAGAAGATGCAGTTAGGGGATTAGATGGAACACGCTGTTGTGGAACTAGAGTAA 335 
GAGATGCAGAAGATGCAGTTAGGGGATTAGATGGAACACGCTGTTGTGGAACTAGAGTAA 354 
RD A pE DA У MD Ст 0 0 Ст R y 
GAGTAGAAATGTICTTCAGGAAGAAGCAGACGTGGAGGTGGTGGACGAAGACCAGGICCAA 416 
GAGTAGAAATGTCTTCAGGAAGAAGCAGACGTGGAGGTGGTGGACGAAGACCAGGTCCAA 395 
GAGTAGAAATGTCTICAGGAAGAAGCAGACGTGGAGGTGGTGGACGAAGACCAGGICCAA 414 
КИИРЕИНМ S S СЕ S Е RG ЧЕ Е.Р С.Р 
全 429 
GATATTCCAGGTCCAGATCTCGCAGTCCTCGAAGGAGATCATTGGGTCGTTACCCAAGGT 455 
GATATTCCAGGTCCAGATCTCGCAGTCCTCGAAGGAGATCATTGGGTCGTTACCCAAGGT 474 
RN 
Е ЕЕС КЕК unte СЕНТЕ E аа ЕНЕ ЧТ AAGATCCCGTA 440 
CCTGTTCAAGAAGTCCACGCAGATCACCAATATGCCGATATTCCAGGTCAAGATCCCGTA 515 
CCTGTTCAAGAAGTCCACGCAGATCACCAATATGCCGATATTCCAGGTCAAGATCCCGTA 534 
R Po- RoR P І Е-Е R R R 
GCCCGCGCAGAAGATCTTTAACCCGTAGTCGCAGCCGAGATCGTCGTTCTCGTTCGGATT 500 
GCCCGCGCAGAAGATCTTTAACCCGTAGTCGCAGCCGAGATCGTCGTTCTCGTTCGGATT 575 
GCCCGCGCAGAAGATCTTTAACCCGTAGTCGCAGCCGAGATCGTCGTTCTCGTTCGGATT 594 
S. P RR қсы окы RS RD RR RS R S.D 
CCCGTGACAGACGT|TAGATGCTAAAAGTATTCCAGACAATGGATCTACTAAATATGGCAG 560 
CCCGTGACAGACGT|[TAGIATGCTAAAAGTATTCCAGACAATGGATCTACTAAATATGGCAG 635 
CCCGTGACAGACGT[TAGATGCTAAAAGTATTCCAGACAATGGATCTACTAAATATGGCAG 654 
В р В. ВЕ * 
AAAGAAGATAAAAGAAAAATGATTTTATATGTATATAAAAAAGATCGTTATTACACGTAC 620 
AAAGAAGATAAAAGAAAAATGATTTTATATGTATATAAAAAAGATCGTTATTACACGTAC 695 
АААСААСАТААААСАААААТСАТТТТАТАТСТАТАТААААААСАТССТТАТТАСАССТАС 714 
ATACAGTTTAACAATTATTATTATAATTAAAAAAAATAATATTTGTAAGAAATGCGAAAG 680 
ATACAGTTTAACAATTATTATTATAATTAAAAAAAATAATATTTGTAAGAAATGCGAAAG 755 
ATACAGTTTAACAATTATTATTATAATTAAAAAAAATAATATTTGTAAGAAATGCGAAAG 774 


AmRBPI-R 





AAATATATACACAATG 696 
AAATATATACACAATG 771 


AAATATATACACAATG 790 








图 2 TINKE AmRBPL 3EDUPCTERR AEEA 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of AmRBPI of Apis mellifera 


箭头 代表 PCR 引物 序列 ,灰色 阴影 区 域 代 表 RRM 结构 域 ,波浪 线 代 表 富 含 RS 区 域 , 星 号 代表 终止 密码 子 ,起 始 密码 子 和 终止 密码 子 月 


注 。Arrows show the PCR primers, the grey shaded area shows the RRM domain, the wavy line shows the RS region, and the asterisk shows the stop 











codon. The start and stop codons are in box. 
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А 
mRNA АТС 
АтЕВРІ-КІ 
АТС 
AmRBPI-R2 
ATG 
АтКВР1-83 
B 





ШІЛ Protein 


RRM RS 


AmRBPI-PI 130 aa 
RRM RS 

AmRBPI-P2 C ЕЕЕ T s... 
RRM RS 

AmRBPI-P3 Eoo SS 122. 


图 3 西方 蜜蜂 AmRBPI 基因 内 含 子 和 外 显 子 结构 图 


Fig. 3 Diagram of the extron/intron structure of АтАВРІ of Apis mellifera 














KA 中 , 方 框 表示 外 显 子 ,折线 表示 内 含 子 ,黑色 方 框 表示 编码 区 。 


boxes represent coding regions. 














2.4 AmRBP1 基因 在 西方 蜜蜂 雌雄 不 同 发 育 时 期 

以 西方 蜜蜂 管家 基因 Am-B-actin 为 内 参 ( 李 江 
红 等 , 2014) ,通过 半 定 量 RT-PCR 分 析 AmRBPI Ж 
因 在 西方 蜜蜂 雌雄 豚 胎 和 幼虫 不 同 发 育 时 期 的 表达 
情况 ,如 图 5 所 示 。RT-PCR 的 定性 检测 结果 显示 
AmRBPI 基因 的 3 种 前 切 形式 (AmRBP1-R1 -3) 在 
EIE JE e ЖЕН As Fi] РЎ SE] SIUE ӘЖ, ДНЕ HERE 
异性 剪 切 表达 形式 。 
























































3 讨论 








本 研究 通过 PCR 扩 增 从 西方 蜜蜂 中 克隆 了 黑 
腹 果 晶 Әрі 的 同 源 基因 AmRBPI , (14% AmRBPI- 
R1, AmRBPI-R2. #1 AmRBPI-R3 З 种 可 变 剪接 亚 型 。 
预测 的 结构 域 表 明 4mRBP1 基因 的 3 种 可 变 剪 接 子 
都 具有 一 个 ККМ 结构 域 和 一 个 RS 结构 域 ,这 些 结 
构 域 是 所 有 SR 家 族 剪 切 因 子 共有 的 结构 特征 ,并 
且 在 果 晶 和 人 类 中 是 保守 的 ,表明 AmRBPI 基因 编 
码 的 蛋白 应 该 是 一 种 SR 家 族 剪接 因子 。 总 体 而 
言 ,SR 家 族 蛋 白 既 可 作为 本 构 剪 接 因子 ,又 可 作为 
调控 子 调控 基因 表达 的 特定 拼接 ( Heinrichs and 





















































In Fig. A, boxes represent exons, broken lines represent introns, and black 


Baker, 1995; Qi et al., 2007) , 

ЕВРІ 基因 最 先 在 果 蝇 中 被 鉴定 参与 性 别 决定 
途径 ( Heinrichs and Baker, 1995) ЖЕҢ rbpl 编码 
的 蛋白 含 一 个 КЕМ 结构 域 .一 个 RS 结构 域 和 一 个 
甘氨酸 富 集 结构 域 ,该 蛋白 能 进行 剪 切 位 点 选择 并 
激活 基因 剪 切 (Kim et al., 1992) 。 人 研究 表明 果 晶 
RBP1 通过 与 TRA 及 TRA-2 共同 作用 参与 果 晶 性 别 
决定 基因 dsx 前 体 mRNA 的 可 变 剪 切 , 从 而 参与 果 
量 的 性 别 调控 (Heinrichs and Baker, 1995; Lynch 
and Maniatis, 1996; Qi et al., 2007) 与 模式 生物 
ARS [DI , SEE dsx 基因 前 体 mRNA 在 雌性 和 雄性 
中 也 通过 选择 性 剪 切 产 生 两 种 不 同 的 成 熟 mRNA 
分 子 , 最 终 编码 两 种 不 同 的 蛋白 调控 个 体 向 肉 性 或 
雄性 发 育 (Cho et al., 2007). 。 但 蜜蜂 dsx 基因 前 体 
mRNA 的 选择 性 剪 切 是 否 需要 RBP1 的 参与 ,目前 
尚 无 报道 。 本 研究 克隆 的 AmRBP1 基因 为 果 蝇 rbp1 
的 同 源 基因 ,研究 结果 表明 4mRBP1 基因 在 蜜蜂 的 
整个 胚胎 期 和 幼 虫 期 都 有 表达 , 且 主 要 的 表达 形式 
为 АтЕВРІ-КІ 和 AmRBPI1-R3。 生 物 信 息 学 分 析 表 
НД ,AmRBP1 基因 的 mRNA 序列 预测 的 蛋白 也 含有 
相同 的 蛋白 结构 域 一 一 RRM 和 RS 结构 域 ,暗示 
AmRBP1 基因 编码 的 蛋白 可 能 是 一 种 SR ИЕН, 
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DmRBPI 
MdRBPI 
AaRBPI 
AsRBPI 
SIRBPI 
AmRBPI 
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DmRBPI d 
MdRBPI 
AaRBPI @ 
АЅКВРІ 
SiRBP1 y 
AmRBPI 
NvRBPI 
BmRBPI 








DmRBPI 135 
мавврі 2 151 
AaRBPI 131 
AsRBPI 10í 
SiRBPI 138 
AmRBPI 120 
NvRBPI 13 
BmRBPI 14 


图 4 ”西方 蜜蜂 AmRBPI 与 其 他 物种 RBP1 蛋白 氨基 酸 序列 比 对 


Fig. 4 Amino acid sequence alignment between AmRBP1 of Apis mellifera and RBP1 proteins in other insects 














RBPI ЕН ЯНА GenBank 登录 号 Origin of RBPI proteins and their GenBank accession numbers; DmRBP1 ; 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster КВР1 
(NP. 524307.1) ; MdRBP1: Zéà Musca domestica RBP1 ( ХР 005187363. 1); AaRBP1: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti КВРІ ( XP. 001653077. 1) ; 
AsRBPI ; 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis RBP1 ( KFB40273.1) ; ЗІКВРІ; ZT KAX Solenopsis invicta RBP1 ( XP. 011164270. 1) ; NvRBPI1 ; gr Sii fe 4 


小 寄生 蜂 Nasonia vitripennis RBP1 (XP_008202466.1); BmRBPI ; 家 看 Bombyx mori RBP1 (ХР 012547764.1). 黑色 背景 为 ККМ 结构 域 ， 灰色 





























背景 为 RS 结构 域 。The black background indicates RRM domains, and the gray background indicates RS domains. 


M: 


36 


El E2 E3 E4 E5 Larva3 Larva4 
АтЕВРІ-В1 
696 bp 
тән AmRBPI-R2 
[ 4.8 -- M M M ы " 790 Бр 
AmRBP I-R3 
771 bp 





Am-f-actin 
-500 bp 


图 5 半 定 量 RT-PCR 检测 АтЕВРІ mRNA ТЕРІ ЕДЕ A Л 27] rA e Az A SER PR GA 
Fig. 5 Expression patterns of AmRBP1 in different developmental stages of female and male embryo and larva of Apis mellifera 


DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; E1; 0-6 h 0 —6 h egg; E2; 12 —24 h HH 12 —24 h egg; ЕЗ: 24 -36 h BI 24 —36 h egg; FA: 





























-48 h 81 36-48 h egg; Е5: 60-72 h Bj 60 -72 h egg; Larva3; 3 Н.У ІШ 3 day-old larva; Гагуа4: 4 日 龄 幼虫 4 day-old larva. 
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由 此 我 们 推测 АтАВРІ 基因 可 能 具有 与 果 晶 гор 
类 似 的 功能 。 根 据 果 蝇 RBPI 参与 调控 果 蝇 dsx 基 
pre-mRNA 选择 性 剪 切 的 功能 (Heinrichs апа 
Baker, 1997) 可 知 , AmRBP1 可 能 通过 与 蜜蜂 性 别 
决定 基因 fem 或 其 他 基因 相互 作用 来 参与 调控 蜜蜂 
dsx 基因 前 体 mRNA 的 选择 性 剪 切 ,但 其 具体 的 功 
能 还 需要 进行 蛋白 互 作 、RNA 干扰 等 实验 进一步 
研究 。 

本 研究 半 定 量 RT-PCR 检测 结果 表明 ,西方 蜜 
蜂 4mRBP1 基因 的 3 种 剪 切 形式 在 雌雄 各 个 时 期 均 
有 表达 , 且 无 肉 特 异性 表达 或 雄 特异 性 表达 剪 切 形 
Iko MEE, RBP. JEDE SGH А Eb 1B Z6 e и K [n] 0 
基因 BmRBP1 ДЕІН Ж A EE АЧ НЕДЕЛА PA 
表达 ,无 雌雄 差异 (Wang et al., 2010) 。 这 说 明 
ЕВРІ 可 能 是 一 个 通用 型 剪 切 因 子 ,而 不 是 一 个 性 
别 特异 性 剪 切 因子 ,因此 ,蜜蜂 АтКВРІ 基因 编码 
的 蛋白 可 能 是 调控 蜜蜂 性 别 决定 基因 dsx 在 肉 雄 中 
选择 性 剪 切 的 一 个 辅助 性 剪 切 因子 ,而 不 是 关键 性 
因子 。 
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